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(57) Abstract 

New derivatives of general formula (1) in which: either X = (a), where Ri - H, lower alkyls (C, to C£ or X « (b), 
where Rl = H, lower alkyls (C! to C 6 ), as well as their metallic salts and their addition salts with nitrogen-containing 
bases. These products are useful as anticancer agents, in particular in the treatment of bone tumours, and therapeutic 
agents in the treatment of certain rheumatic disorders. 

(57)Abrege 

Nouveaux derives de formule generate (1) dans laquelle: soit X « (a) avec R 1 « H, alkyles inferieurs (C, a C^; soit 
X = (b) avec Rl = H, alkyles inferieurs (Cj a C£ 9 ainsi que Ieurs sels metalliques et leurs sels d'addition avec les bases 
azotees. Ces produits sont utiles comme agents anticancereux, notamment dans Ie traitement des rumeurs osseuses, et 
comme agents theraoeutiaues dans le traitement de certaines affections rhumatoloeioues. 
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Analogues gem-diphosphoniques d ' atnethopter ine et: de 
deaza-N-10 amethopterine. 

La presente invention a pour objet la synthese d'ana- 
logues gem-diphosphoniques d'amethopteririe (Methotrexate) et 
de deaza N-10 amethopterine et leurs applications pharmaco- 
logiques. . 

Les composes diphosphoniques 1 si et T to de IMnven- 
tion repondeht a la formule generale : 

O 

^-0 C0 2 H p(OH) 2 

io "r\Yr\7 ^ x p(ohl 

O 



r , 

1 a : X = -N- avec R = H, alkyles inferieurs (C^ a C g ). 

T fc> : X = -CH- avec R 1 = H, alkyles inferieurs {C 1 a C g ). 
sous formes acides et sels pharmaceutiquement acceptables. 

20 Le methotrexate est un agent therapeutique important. 

A faibles doses, en administration fractiorinee, il est desormais 
couramment utilise dans le traitement de rhumatismes psoriasi- 
ques rebelles, des polymyosites, de la maladie de Reiter et 
plus recemment des polyarthrites rhumatofdes. On a montre 

25 . qu'il possede a la fois des proprietes immuno-depressives et 

anti-inflammatoires bien que son mecanisme d'action dans ces 
affections ne soit pas connu -de fagon precise, 

A fortes doses, son utilisation comme agent antineo- 
30 plasique est courante, notamment en ce qui concerne le trai- 

tement d\un certain nombre de tumeurs cancereuses parmi 
lesquelles des tumeurs osseuses. 
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Cependant, I'interet comme agent anticancereux du 
methotrexate est sous la dependance limitante des importants 
effets secondaires que son action entraine sur Tensemble de 
I'organisme* 

La presente invention propose des analogues diphos- 
phoni ques du methotrexate qui presentent en plus des proprie~ 
tes deja citees, un tropisme osseux tres favorable au ratio 
therapeutique activite/toxidte qui confere a ces composes un 
grand interet notamment pour les carcinomes osseux. 

Ces composes ont fait Tobjet dans leur phase finale 
d'une approche syrithetique differente et seront done presentes 
separement. lis seront obtenus, in fine, sous forme de seis 
de sodium. 

En ce qui concerne les composes 1 <a , leur obtention 
resulte de Taction sur les formes 2s : 

- premierement de la soude. 



- deuxiemement de Taction du bromure de trimetyl siiyle 
suivie d'une methanolyse. 




2<a 

R 3 = alkyles inferieurs IC^ a C g ). 
2 

R - alkyles inferieurs (Cj a C g ). 
R 1 = H, alkyles inferieurs {D t a C c ). 
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Dans la presente invention, le noyau pteridine des 
composes 2a est.obtenu par condensation de ia guanidine sur. 
des pyrazines diphosphoniques intermediaires 3a synthetisees 
suivant I'approche que Taylor et Kobayashi decrivent dans le 
journal of Organic Chemistry ,, 38, 2817 (1973). 



10 




O C0 2 R 
II I 
-C-NH-CH-CH 2 -CH v 



O 

n o 
P(OR J. 



P(OR 3 ), 
n 2 

O 



15 



3a 



R = 



alkyles inferieurs (C, a C c ) 

alkyles inferieurs |C. a C e ) 

1 o 

H, alkyles inferieurs (C, a C_) 

1 6 



20 



H 2 N 

C = NH 



25 



H_N 



i 




N N' 



O 

O CO-R 2 P(OR 3 ) 

II I 2 y- w ^ '2 

C-NH-CH-CH 2 - CH 

X PtOR 3 L 
'i 2 
O 



2 a 



R = H, alkyles inferieurs {C, a <ZA 
30 2 1 6 

R = alkyles inferieurs (C, a C, ) 

1 6 

R 3 = alkyles inferieurs (C, a C e ) 

.16 



35 



L'etape preced'ente qui suivant Tinvention permet 
d'obtehir les composes 3ga , est line condensation a tempera- 
ture ambiante en presence de carbonate de potassium en exces 
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10 



20 



25 



35 



entre l'amino-2 brbmornethyl-5 cyano-3 pyrazine dont la synthese 
a ete decrite par Taylor, Perjman, Sword, Sequin-Frey et Ja^- 
cobi dans Journal of American Chemical Society , 95. 6407, (1973) 
et un derive N-Ualkyl amino)-U benzoyl) diphosphonoglutamique 
*4-a de formule generate : 

2 0 
O CO,R z ■!,„3, 

R -NH-<y)-C-NH-CH-CH 2 -CH^ 

^P(OR 3 J . 

u 2 

R 1 = H, alkyles inferieurs (C, a C-j 
2 16 
R = alkyles inferieurs (C^ a C g ) 

R 3 = alkyles inferieurs (C, a C e ) 

I o 

15 Ces derives sont issus de la reaction suivant 

Schotten-Baumann d'un acide p-N(alkylamino) benzoique sur 
les derives diphosphoniques, synthons communs aux composes 
1 et 1 b de I'invention : les amino-2 bis dialkyl phospho- 
no-4,4 butyrates d'aikyle 5^ 



r 3 i / C0 2 R 

1 (R0, 5L CH-CH^CH^ 



R 2 = alkyles inferieurs (C, a C c ) 
3 lb 

R = alkyles inferieurs (C, a CJ 

30 Le procede de ('invention pour la preparation de com- 

poses de type propose dans une premiere etape de pro- 

teger I'acide p-N(alkylamino) benzoique par le trichloro-1 , 1,1 
ethoxycarbonyle puis d^activer sa fonction acide par le chlo- 
rure de thionyle pour former intermediairement les composes : 



R 1 O 

1 ^£-c 



CI 3 C - CH 2' 0 i N lJ/- C - CI 



O 

R 1 = H, alkyles inferieurs( C^aC 
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La deuxieme etape permet, par condensation de com- 
poses de type £5 dilues dans un melange 50*50 d'une solution 
saturee de bicarbonate de sodium et d'acetate d'ethyle, sur le 
chlorure decide N-protege, d'obtenir apres liberation de la 
fonction amine par la poudre de zinc les derives de type 4a. 

Les derives 1 b> , comrne les composes 1 a , derivent 
de leurs analogues esters diphosphoniques 2 fa> . 



Apres une hydrolyse des esters phosphoniques par le 
bromure de trimethyl silyle suivie d'une methanolyse et une. hy- 
drolyse de Pester carboxylique par action de la. soude : 




2b 

R 1 = H, alky les inferieurs (C 1 a C g ) 

R 2 = alkyles inferieurs (C- a C c ) 
3 15 
R = alkyles inferieurs (C^aC^) 
En ce qui concerne les composes 2 fcp fci-dessus, Pin- 
vention propose de les. obtenir par une strategie de synthese 
totalement differente de celle utilisee pourles derives aza N-10 
diphosphoniques de type a. 

Le procede de ^invention pour la preparation de com- 
poses deaza- 10 aminopterine repose en effet sur la condensa- 
tion peptidique entre Pacide amino-4 desoxy-4 deaza-IO pte- 
roique ou de ses derives alkyles en 10, dont les modes d-ac- 
ces ont ete deer its il y a piusieurs annees, et les synthons 
diphosphoniques de formule generale 5^. 



WO 88/06158 PCT/FR88/00088 

- 6 - 



N Y CH 2 -CH-(O> C00 H + CH-CH--CH' 



(R 3 0LP NK, 



10 



H 2 N N N o 

3b 5. : 

R 1 = H, alkyles inferieurs R 2 = alkyles inferieurs (C 1 a C g ) 

( C i a C 6 J R 3 = alkyles inferieurs (C. 1 a C g ) 

I condensation peptidique 



R 1 O "3 

I . /—^ u P(OR 3 J. 

N^s^N^CH 2 -CH-<Q)-C-NH--CH-CH -CH.^ 



15 n 2 4N ■ w N * O 2 



2b 



20 



25 



30 



R = alkyles inferieurs (C, a C-) 

3 5 
R = alkyles inferieurs (C, a C-) 

1 16 
R e H, alkyles inferieurs (C t a C- ) 

1 . o 

La litterature propose I'utilisation de differents agents 
de couplage pour realiser ce type de condensation peptidique. 

La methode ciassique dite a 'Tanhydride mixte" fait 
intervenir par exemple le chlorocarbonate d'isobutyle comme 
agent de couplage. La reaction a lieu, a temperature ambiante, 
en presence de triethylamine dans le dimethylformamide. 

L'invention utilise cette methode de couplage et Cap- 
plique, avec le chlorocarbonate d'isobutyle, a la synthase des 
derives analogues diphosphoniques deaza N-10 ou deaza N-10 
alkyles N-10 du methotrexate. If est egalerrient possible d'u- 
tiliser toute methode connue de I'homme de metier. 
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Sturt2 et Guillamot ont decrit dans " European Jour- 
nal of medicinal chemistry 1 ' , 19, 217, (1.984) . la synthese d'a- 
nalogues phosphoniques de I'acide glutamique et leur applica- 
tion a la synthese par exemple d'analogues phosphoniques du 
methotrexate. 

La presente invention propose la synthese d'amino-Z 
bis dialkylphosphono-4,4 butyrates d'alkyle J5 par addition 
hucleophile de carbanion du N-benzylidene glycinate d'alkyle 
initialement decrit par Stork, Leong et Touzin dans Journal of 
Organic Chemistry , fH, 3491, (1976), sur les vinylidene diphos- 
phonates de dialkyie-1 , 1 de formule generale (5 suivie d'une 
deprotection de la fonction amine en milieu HCI 0,5 N. 

0 

R ° 2 C X P(OR 3 i 2 
•CH=N P(OR 3 ) 7 

n 2 




o 

2 u o 

R O C PtOR J ). 

CH-CH 2 -CH 



O 



o 

2 * u 3 

R 0 2 C^ P(OR ) 2 

CH-CH,-CH^ 

/ 2 x 3 

H N P.(OR J. 

* • n 2 

o 

5. 

R* = alkyles inferieurs |C, a CJ 
3 16 

R J = alkyles inferieurs (Cj a Cg) 

Outre leur interet dans la synthese d'analogues phos- 
phoniques du methotrexate les composes de types 5^ peuvent 
presenter des proprietes intrinseques interessantes. 
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Les formes acide 5a et selde sodium 5 b des com- 
poses 5_ font egalement I'objet de la presente invention ainsi 
que leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

Le compose 5a est obtenu par hydrolyse a I'acide 
chlorhydrique suivie d'une liberation du chlorhydrate interme- 
diaire a I'oxyde de propylene. Le passage au sel de sodium 
5fc> se fait par action de la soude 0,1 N. 



lO 



15 



R Z 0,C . 
2 X 



0 

»» 3 
P(OR ). 



H 2 N' 



CH 



CH 2 - CH X 



P(OR 3 J_ 
ii 2 
O 



R = alky les inferieurs ( 

1) HCl r3 = a'kyles inferieurs ( 

2) Oxyde de propylene 



20 



O 

II 

HOC 



O 

P(OH). 



H 2 N 



N CH-CHj-CH^ 

/ P(OH), 
ii 2 



25 



30 



I 



NaOH 0,1 N 



O y 0%*® 



Na^O-c' P 
CH-CH 2 -CH^ 

L »* \ 

O OH 



OH 

O e Ma® 
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Dans ^invention, les vinylidene diphosphonates de 
, dialkyle 6 sont issus d'une isomerisation d'Arbuzov entre un 
trialkyl phosphite et un bromo-1 . vinyiphospHonate de dialkyle 
lui-meme obtenu a partir d'un vinylphosphonate de dialkyle 
suivant le mode operatoire utilise par Belbeoc'h, These Doc- 
toral Sciences Physiques, Universite de Bretagne Occidental, 
Brest. 

Un certain nombre de tests biologiques ont ete rea- 
lises sur ces molecules par comparaison au Methotrexate. 



10 



25 



Ceux-ci montrent que : 



- si I'activite inbibitrice sur la dihydrofblate reductase est 

environ 50 fois moins importante, 
15 - si la cytotoxicity est environ 2000 fois moins importante 

pour les- cellules L1210 en culture, 

ces composes sont aussi actifs (a 30 mg/kg, voie orale) que 

le methotrexate (a 15 mg/kg voie orale ou 50 mg/kg, voie in- 

traperitoneale) en traitement unique dans -le modele d'osteo- 
20 sarcome murin. 

Us demontrent d'une maniere incontestable la vaiidite 
du concept de tropisme osseux et done I'interet de ces pro- 
ducts pour les maladies osseuses. 



Les exemples suivants illustrent ^application de ces 
syntheses a la preparation de derives analogues diphosphoni- 
ques du methotrexate. 



30 
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... EXEMPLE 1 

SYNTHESE DU COMPOSE 1 a ou R 1 = CH 3 

a) Obtention du vinylidene diphosphonate de diethvle I R 3 =C H ) 
5 ' ~ ' *~ ^ 2_5 ~ •' 

Dans un tn'col de 250 ml, muni d'une agitation magnetique et 
surmonte d'une ampoule isobar e, d'un thermometre a mercure et d'un 
appareillage de distillation, on place un melange de 0.30 mole de chlo- 
rure de Nickel dans 0,39 mole de triethylphosphite. Le melange est 
10 porte a 120°C a I'aide d'un bain d'huile. On additionne alors goutte 
a goutte 0,39 mole de bromo-1 viriylphosphonate de diethyle plus une 
petite quantite d'hydroquinone. II y a decoloration puis recoloration 
de la solution en meme temps que le bromure d'ethyle distiJIe. Le chauf- 
fage est maintenu pendant une heure apres la fin de ('addition. 



15 



25 



Apres traitement, le produit est distille au vide de la pompe. 



CHyC^-o' \ Eb . 130-C 

_ • C = CH_ 

CH 3 -CH 2 -0 , 2 Rdt » 45 Z 

^ P 

a b „ 



30 Spectre RMN : ( CDCIg) 

Phosphore : JP = 13 ppm 

Proton j:'' Ha s 1,33 ppm, t ; Hb = 4.25 ppm, m ; 

He = 6,98 ppm. gd. UPHcis : 32.6 Hz 



JPHtrans : 36.5 Hz). 
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b.) Acces a l'amino-2 bis diethylphosphono^,H butyrate d'ethyle 
b,1 . §y h_e s_e jd u _ p rod Ujt - ^ -protege 

Dans un tricol.de 250 ml muni d'une iagitation magnetique, on 
forme, , sous atmosphere d'azote. une solution d'ethylate de sodium par 
addition de 9.10~ 3 mole de sodium dans 100 mld'ethanol. 



En controlant la temperature (T < 5°C) on additionne goutte a 
goutte 0,1 mole de glycinate d'ethyle N-protege pour en former le car- 
banion. Quand la temperature est aux environs de 0°C on ajoute 

■jO 9 10~ 2 mole de bis(diethylphosphono-1 ,1 ) vinylidene en maintenant la 
temperature inferieure a 5°C. L'agitation est ma in ten ue deux jours a 
temperature ambiante. Un suivi de la reaction est realise par chroma- 
tographie sur couche mince. Le melange est mene a uh pH = 6-7 par 
addition d'une solution saturee de chlorure d'ammonium. Apres evapo- 

15 ration du solvant puis extraction a I'ether, sechage, filtration et a 

nouveau evaporation, on obtient quantitativement le produit N-protege. 

0 




20 ^CH-CH^CH 

0 . 0 



Spectre RMN : ( CDCI 3 ) 

Phosphore : SP = 21.97 ppnu Un pic dedouble JP-P=9,76 H2 

b.2. Deprotection de la fonctiorv amine 



Le produit N-protege recupere a I'etape precedente est repris 
30 dans 250 ml d'une solution HCI 0,5 N et mis sous agitation entre O et 
10°C pendant deux heures. On extrait deux fois a Tether afin d'eli- 
miner le benzaldehyde. A la phase aqueuse recuperee on additionne 
environ 300 ml d'une solution NaOH 0,5 N. Le pH passe ainsi de 1 a 
11,5. Apres extraction au chloroforme, on recupere la phase organique 
35 qui est sechee, filtree puis evaporee. On recupere ainsi quantitativemen 
un produit jaune huileux. 
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CH^C^-O-C 
a b 



\ 



CH-CHj-CH ' 



H 2 N 



0 

V 

/ N 



OCH 2 CH 3 



QCH 2 CH 3 



OCH 2 CH 3 
0 N OCH CH 



Bdt - 86 % 



lO 



15 



Spectre RMN { CDCI3) 

Phosphore : SP = 23,52 ppnr> ; JP-P 



Proton 



Carbone 



9,75 Hz doublet , 
Ha+a' = 1,35 ppm, t ; He = 1,9 
He : entre 2,3 et 3,5 



ppm, massif 
ppm, massif ; Hf : en 
tre 3,7 et 3,9 ppm, massif ; Hb+b 1 ; entre 
4 et 4,5 ppm, 3d + t imbriques ; Hd = 7,3 
massif. 



pprr 
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25 



CH--CH--O-C 
T 3 f 2 



H 2 N 



^ CH-GH 2 -CH 



0 

/X , P(OCH 2 -CH 3 ) 2 



V- 3 



t. 5 



J(PCH 2 -ca 3 ) 2 

O ! 



30 



S C1 = 16,10 ppm ; CV = 15,7 ppm ; C6 = 32,7 ppm, triplet , 
JP-C = 133 Hz ; C5 = 30,0 ppm ; C4 = 52,175 ppm, doublet , 
J = 3 Hz ; C2 = 62,0 ppm ; C2» = 61,9 ppm ; C3 = 175 ppm. 

b.3. Passage aux formes acide et sel 



- passage a la forme acide* 

35 Dans un tricol de 100 ml, on place lOg d'amino-2 bis diethyl 

phosphono-4,4 butyrate d'ethyle et 40 ml d'acide chiorhydrique concen- 
tre (12,4 N). Le melange est porte au reflux de Pacide chiorhydrique 
pendant une nuit. 
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Apres evaporation de Tacide chlorhydrique en exces, le residu 
est repris a Peau puis evapore a nouveau. Le solide recupere est re- 
. pris. dans un melange eau + charbon actif. 

Apres filtration a chaud puis evaporation du solvant au rota- 
vapor, on recupere apres passage a I'etuve un produit cristallise 
5 blanc qui correspond au chlorhydrate du compose recherche avec un 
rendement de 80 %. 



10 



o 

HOOC^ . l P(0H) 2 



15 - liberation du chlorhydrate par I'oxyde de propylene. > 

On place 2,20 g de chlorhydrate precedent dans un tricol de 
lOO ml en solution dans 40 ml d'ethanol plus 1 ml d'HCI concentre 
pour obtenir fa dissolution totale du produit. Le melange est mis sous 
agitation magnetique et la temperature est abaissee a 10°C a I'aide 
d'un bain de glace. Par une ampoule isobare, on additionne alors 
15 ml d'oxyde de propylene. Apres quelques minutes d'agitation, on 
evapore le solvant pour recuperer un solide blanc que I'on recristallise 
dans un melange eau-methanol (1-3). Le produit. alors caracterise par 
RMN du phosphore : SP =21,3 ppm. 



20 



25 



passage au trisel de sodium 



L'acide libere de son chlorhydrate est repris dans de I'eau dis- 
tillee et solubilise a chaud. Un volume de solution aqueuse de NaOH 
3 q 0,1 N correspondant a 3 equivalents est additionne. On passe ainsi 
d'un pH de 2 a un pH de 8,5. 

Apres evaporation de I'eau au rotavapor et passage du produit 
a I'etuve, on recupere un solide blanc avec un rendement de 90 



35 
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? 0"Na + 



OH 



o-c 

11 

0 



^ CH-CH ? -CH 



:\ 



: 

a 



0~Ma + 



OH 



10 



15 



20. 



25 



30 



35 



Spectre RMN : 

Phosphor e (dans D 2 0) : 5«21,02 ppm, doublet , J p _ p =10 Hz. 

Proton (dans D 2 0): s Hb+Hc : entre 2.8 et 2,4 ppm, multiplet , 

; Ha = 4 ppm. dd. 

13, 



C (dans D 2 0) 



H 2 N 



Na + ~00C / ' 



it 0~Na + 

v. • /OH 
CH-CH„-CH 



: 2 • \ 



„ 0"Na + 
» OH 



3 Z J 



5C3 =. 30.4 ppm ; CI = 40.7 ppm, t, JC1-P = HO Hz ; 
C2 = 58,1 ppm. t, JC2-P = 6 Hz ; C4 = 178.3 ppm. 

c) Condensa tion de l'amino-2 bis diethylphosphono-4.U butvrate 

d'ethyle su r 1e chlorure de I'acide p-(N-(methylamino) ) benzoiaue 
N-proteae 

C.I. condensation suivant Schotten-Baumann 

Dans un tricol de lOOO mi muni d'une agitation mecanique, d'un 
thermometre a alcooi, d'une ampoule isobare. on dispose sous atmosphere 
d'azote, 200 ml d'une solution aqueuse saturee en bicarbonate de so- 
dium. On introduit ensuite I'ester aminophosphonique en solution dans 
I'acetate d'ethyle et on refroidit I'ensemble vers 0°C. 
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On additionnne alors par I'ampoule isobare, le chlorure de 
I'acide p-( Nmethylamino}benzoique N-protege en solution dans un me- 
lange acetate d'ethyle-ether en maintenant une agitation vigoureuse. 
Cette agitation est poursuivie pendant 4 heures a temperature am- 
biante. Par decantation, on isole la phase organique qui est succes- 
sivement lavee a I'eau, a I'acide chlorhydrique 1N, puis de nouveau 
a I'eau. Apres sechage sur sulfate de magnesium* les solvants sont 
elimines au rotavapor et I'ester N-{p-(N-(trichloroethoxycarbonyl j 
methylamino) benzoyl) aminophosphonique isole. La purification est ob- 
teniie par chromatographie sur colonne de gel de silice. 

.Solvants dilution : Acetate d'ethyle pur puis acetate d'ethyle-ethanol 

(95-5), 



Cl 3 C-CH 2 -0 



0 

0 £ KOCH 2 CH 3 ) 2 

NH-CH-CH 2 -CH 

I ^PCOCH-CH-) ' 

C-0CH 2 .CH 3 g 

0 



20 



rendement = 60 % apres chromatographie 



Spectre RMN ( CDCJ 3 ) 

Phosphore : un pic a <* = 23,4 ppm 

Proton : $Ha + a 1 = entre 1 et 1,5 ppm, t ; Hb = 3,4-ppm, s, 
25 Hc+c' = entre 4 et 4,5 ppm, multiplet ; Hd = 4,75 ppm, 

s ; He+e 1 = 7,4 ppm, doublet , 8,2 ppm, doublet , spec- 
tre AB ; Hf = 7,6 ppm, s ; Hg = 8,6 ppm, dou - 
blet large. 



30 



35 



Carbone 13 



6 7 9 JO 
* ch 3 ! ! 0 



Cl 3 C.CH^O.c4-jQ 



13 
j 

•NH-CH-CH-,-CH 



/ P(0CH 2 CH 3 ) 2 



( ^P(0CH 2 CH 3 ) 2 



i 

5 A 



> ■• : » 

& 11 n 



2' V 



Z J 
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5C1+C1 1 = 13,5-15,8 ppm ; C3 .= 32,2 ppm, t, JP-C3=130Hz ; C7 = 
37,0 ppm ; C2+C2' = 59,6-62,5 ppm ; C13 = 60,7-62,5 ppm, d ; 
C5 = 94,7 ppm ; C11 = 126,5 ppm ; CIO = 127,6 ppm ; C9 = 
130,5 ppm ; C8 = 152,6 ppm ;.C10 ; 165,9 ppm ; C12 = 170.5 ppm. 



c.2. deprotection de la fonction amine 

Dans un tricol de 100 ml, on "met en presence 6 g de poudre 
de zinc en solution dans du tetrahydrofuranne et une solution aqueuse 
de phosphate pptassique monobasique de pH voisin de 4, Quand la 
temperature du melange est inferieure a..5°C, on additionne gbutte 
a goutte par une ampoule isobare, 7,3 mmole de produit a deproteger. 
La temperature est controlee au bain de glace pendant I'addition. L'a- 
gitation est maintenue pendant quelques heures a temperature ambiante. 
Apres filtration et evaporation du tetrahydrofyrane, le residu est re- 
pris dans un melange eau + chloroforme. Apres decantation et extraction 
au chloroforme, la phase organique recuperee est sechee sur sulfate 
de magnesium puis le soivant evapore. On recupere ainsi quantitati- 
vement le produit deprotege. 



20 



25 



v 



HN-<\ \c-NH-CH-CH--CH 



0 

3 ^P(OCH 2 CH 3 ) 2 



ckk' 



i 

e 



-P(0CH 2 CH 3 ) 2 
0 : 



i 

a 



30 



Spectre RMN ( CDCI 3 ) 

Phosphore : Spectre, de type AB centre sur $ = 23,67 ppm 

1=23,85 ; 2=23,79 ; 3=23,55 ; 4 = 23,49 ; JPP=2,44Hz. 



35 



Proton: SHa+a' = 1,25, t ; Hf+Hg = entre .1,9 et 2,4 ppm, massif ; 

He = 2,5 ppm, t, mal resolu ; He = 2,85 ppm, s. Le de- 
placement chimique du N-CH^ sort a champ plus fort par 
rapport au compose N-protege (<5= 3,4 ppmj ; Hb+Hb' : 
entre 3,3 et 4,4 ppm, multiplet ; . Hh+h 1 : spectre de type 
AB centre sur 7,15 ppm. 



WO 88/06158 



PCT/FR88/00088 



- 17 - 

d) Synthese de la pyrazine ester diphosphonique 



10 



15 



•3 

Dans un tricol de 10O ml, on place 2,5 10 mole de diphos- 
phonate eh solution dans 20 ml d'acetonitrile et 7,1 10 3 mole de 
carbonate de potassium. 2,5 10 3 mole d , amino-2 cyano-3 bromome-r 
thyl-5 pyrazine en solution dans 40 ml d'acetonitrile sont addition- 
nees au melange precedent a temperature ambiante. Uagitation est 
maintenue pendant 48 heures, L'avancement de la reaction est suivi 
en Chromatographic sur couche mince de gel de si.lice (solvaht di- 
lution = acetate d'ethyle). Uacetonitrile est evapore au rotavapor, !e 
produit recupere est alors remis en solution dans un melange eau- 
chlorofprme. Apers decantation, on extrait au chloroforme, seche la 
phase orgamque sur sulfate de sodium, filtre sur buchner et enfln 
eyapore le soivant. Le compose recupere est alors purifie par chro- 
matographie sur solonne de gel de silice (soivant dilution = acetate 
d'ethyle - ethanol 95-5). Rf = 0,18. 



20 




ra 2~ N "\^~C-NH-CH-CH 2 -CH 



O 

C-OCH 2 -CH 3/ P(OCH 2 CH3) 2 



\ 



P(OCH 2 CH 3 ) 2 



.1 



25 Spectre RMN ( CDC1 3 ) 

Phosphore : SPectre de type AB centre sur SP : 23,63 ppm 

1 s 23,88 ppm ; 2 = 23,79 ppm ; 3 = 23,46 ppm ; 4 = 23,37 ppm 

JP-P : 3,66 Hz 



30 



Proton 



35 



ft- I 



CH„ 



0 
II 



-C-NH-CH-CHj-CH 



1 I 



N 



P(OCH 2 CH 3 ) 2 



H 



e d' d" 



co 2 ch 2 CH 3 



b» a' 



P(OCH-CH-), 
n .2.32 



fa a 
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<SHa+a' = 1,3 ppm, multiplet , ; Hi+j = entre 2,1 et 3,1 ppm, mul- 
tiple!, (3H) ; Hf = 3,1 ppm, s, (3H) ; Hb+b' = entre H et U,£» 
ppm, multiplet ; Hk = t»,6 ppm, s ; Hh = 4,8 ppm, massif ; 
He = 5,5 ppm, s ; Hd+d" = 6,7 ppm, d, 7,8 ppm, d, type AA' 
BB' ; Hg = 7,3 ppm, s ; He = 8,1 ppm, s. 



13; 



6 7 8 9 10 11 12 13. 14 15 



CH, 



17 16 



H 2 N 



N 




si J 



-C-NH-CH-CH n -CH 



+ / f(OCH 2 GH 3 ) 2 



H 



C0 2 ra 2 CH 3 X P(OCH 2 CH 3 ) 2 
0 



IS 77' 16' 



20 



25 



30 



35 



13, 



°16' 

C 16 

C 15 



"13 
C 6 

c J7 , 

C 17 



<5 (ppm) 



13,8 

15,98 . 
16,23 ' - 

32,6 ; t; 1 J^ (; -135,27Hz 
38,9 
52,6 
54,9 



61,1 

62 > 9 • d 
62,7 * S. 

111,07 



I 



'11 



'10 



'11 



'IS 



S (ppm) 



111,8 

115,06 

121,09 

128,8 

143 

144,8 

150,85 

155,47 

167,07 

171.28 
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Spectre infrarouge (V en cm" ) : - PCjj (1030-1070) TF ; - ft 
(1250-121.0) TF ; -g-NH (1650) ; g-OEt (1750) TF ; 0 

-C^N (2250) F ; -NH^ (3350). 



e) Formation du noyau pteridique par condensation de la guanidine : 



Acces au compose 2a ou R 3 = C^Hg et R 1 = CH 3 

Dans un tricol de 500 ml place sous atmosphere d'azote et 
sous agitation magnetique, on place 12,5 10 mole de sodium metal- 
lique qu'on laisse se consimmer dans 300 ml d'ethanol. A ce melange 

10 on additionne 12*45 10~ 3 mole de chlorhydrate de guanidine prealable- 
ment seche a I'etuve. On laisse decanter le NaCI au fond du tricol et 
on recupere le surnageant auquel on ajoute 4 10~ 3 mole de pyrazine 
ester diphosphonique. L'agitation est alors maintenue plusieurs jours 
a temperature ambiante et a I'abri de la lumiere. Un suivi par chro- 

-J5 matographie sur couches minces de gel de silice peut etre realise. 
Apres evaporation de Methanol au rotavapor, on recupere un solide 
jaune orange. 



,1 - 



20 



25 



30 



35 



Spectre RMN 

Phosphore (DMSO) 
Proton (DMSO) 



6 P = 29,21 ppm 




0 
u 



C0 2 CH 2 CH 3 P(OCH 2 CH 3 ) 2 



-CH-NH-CH-CH^-CH 



P(OCH-CH-)- 
\\ .J z 



V d» 9 h c . / fa a 

8 Ha : entre 1,15 et 1,30 ppm, multiplet ; Hf = 3,18 ppm, s ; 
Hb : entre 3,7 et 4,3 ppm, multiplet ; Hh = 4,6 ppm, massif ; 
Hd'd" = 6,84 ppm, d, 7,70 ppm, d, type AA'BB* ; Hg = 7,25 
ppm, massif ; He = 8,31 ppm, s. 

DMSO: dimethylsulfoxyde deuterie 
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Carbone 13 (DMSO) . 

3 4 4a 5 6 9 10111213 



16 17 U 




20 19 



0 
11 



•CH 



P(OCH 2 CH 3 ) 2 



8a 7 



CH^CH^ P(0CH 2 CH 3 ) 2 



14 15 11 20' 19' 



T5 



30 





13 C 


8 (ppm) 


13 C 


S (ppm) 




C 19- 




17,'2 3 ' ^' J P-C 6 *' 1Hz 


C 6 


145,9 


2D 


> 


39,6 


C 7 


146,7 




C 20-20' 


62,9 


C 8a 


154,5 




C 4a 


112,3 


C 75 


167,1 


25 - 1 


Z U 
C 13 
' C 12 


114,3 ; 122,2 ; 
.124,0 ; 130 


C 21. 


174,0 

• 



f) Passage au compose la ou R 1 = CH 3 

f,1. saponification de Pester carboxylique 

Le produit recupere de I'etape precedente est repris dans !'e- 
35 thanol et place dans un tried de 500 ml sous atmosphere inerte 
d'azote et sous agitation magnetique. 
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On ajoute albrs une quantite stoechiometrique d'une solution 
alcoolique de soude 1N. Le melange est legerement chauffe a 35°C 
pendant une heureet demie, puis Methanol est evapore. Le produit 
solide recupere est repris dans de I'eau distillee puis acidifie jus- 
qu'a pH = 3 par une solution d'HCI 0,2 N. Apres evaporation de 
I'eau au rotavapor, on seche le produit a I'etuve a vide. 

f.2. hydrolyse des esters phosphoniques 

Les fonctions esters phosphoniques sont silylees par le bromure 
de trimethylsilyle dans I'acetonitrile a temperature ambiante. L'agita- 
tion est maintenue pendant 48 heures a I'abri de la lumiere. Les esters, 
silyl^s: sont alors coupes par tnethanolyse, le solvant est elimine au 
rotavapor. Le produit solide recupere est seche a I'etuve sur Pj0 5 - 



Spectre RMN 

15 Phosphore (DMSO + ATFA) : 5.P= 25,61 - 25, 34 ppm, d. JP-P 

Proton (DMSO + ATFA) 



20 



25 



= 11 Hz. 




0 

-c -nh-ch-ch_-ch^ 
•: : co 2 h* 



o 
■I 

P(0H), 



P(0H), 

It i- 

0 - 



e k £d' d' q h I j 

S Hi+Hj : entre 1,9 et 2,8 ppm, multiplet ; Hf = 3,1 ppm. s ; 

Hk+Hh = entre 4,5 et 5,1 ppm, massif ; Hd"d' = 7,83. d, 6,86, d 
type AA'BB' ; Hg = 7,3 ppm, massif ; He = 8,74 ppm, s. 



30 



35 



13 



C (ATFA) 



3 N 




H 2 N 2^N &a>N 



CH 3 0 



12 13 



0 

0 .COOH P(0H) 
CH-CH 2 -CH^ 

P(0H) 



15 



0 



16 J7 It 



9' 10 11 W 2/ 

ATFA: acide trif uoroacetique deuterie 
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5 



13 c 


5 (ppm) 


13 C 


5 (ppm) 


c n 


29,7 


C J7 


151,2 




35,3 


C 75 


170,1 


V 


52,9 


C 2J 


176,1' 


V C 7 


144,4-143,7-143,2 , 







10 On note . la disparities des pics correspondants aux displacements 

des carbones des fonctions esters- 

f .3. Passage au sel de sodium du compose 1 a 

15 On dissout partiellement le produit recupere plus haut dans 

20 ml. de methanol distille puis on additionne 60 ml d'une solution 
aqueuse de soude IN. Apres une nuit d'agitation a I'abri de la lu- 
miere on rtscupere apres evaporation des solvants, un produit solide 
jaune pale. La purification finale est effectuee par chromatographie 

20 liquide a haute performance sur une matiere absorbante a phase in- 
verses (JOBIN-YVON - Phase nucleosil C 18 , A = 290 nm). 

Spectre RMN. 

Phosphore (dans D 2 0) : un pic dedouble <S1 = 22.0 ppm ; 

$ 2 = 22.37 ppm JP-P = 14,6 Hz. 



30 
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EXEMPLE 2 

SYNTHESE DU COMPOSE Ib ou R 1 = H 

a) Synthese de I'acide aroino-4 desoxy^ deaza-4 pteroique 

b) formation du noyau pteridine : obtention du compose 2 b 
oil R 1 =H, R 2 r c : H : et R 3 = C-^rl 

b. 1. synthese de l'amino-2 bis diethylphosphono-4,4 butyrate 
d'ethyle. 

reprise de la methode utilisee en c) de Texemple 1. 

15 b.2. synthese du compose 2fc>. Couplage peptidique par la 

methode "a I'anhydride mixte". 

Dans un tricol de 250 ml muni d'upe agitation magnetique> on 
place 1.24 g (4 10 -3 mole) d'acide deaza pteroique, 1,75 ml de trie- 
20 thylamine fraichement distillee et TOO ml de DMF sec. 



16 



25 



Sous atmosphere inerte d'azote, on additionne dans un premier 
0,52 ml (4 10" 3 
alors I'anhydride mixte. 



temps, 0,52 ml (4 lO -3 mole) d'isobutylchloroformate. II se forme 



Apres 15 minutes d'agitation a temperature ambiante, on ajoute 
1,61 g d'amino ester (8 10~ 3 mole) et une minute plus tard a nouveau 
0. 26 ml (2 lO -3 mole) d'isobutylchloroformate. 

30 Au bout de 15 minutes 0,30 g d'ester sont additionnes. suivis 

de 0,13 ml d'isobutylchloroformate. 

Apres un delai de 15 mlinutes, on ajoute a nouveau 0,40 g 
d'ester puis une minute plus tard 0,13 ml d'isobutylchloroformate. 

35 
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0,40 g d'ester sont finalement additionnes au bout d'un quart 
d'heure. 



5. 



10 



153 



Spectre RMN 

Proton (DMSO d 6 ) 




0 



o : 



e d c d\d" g h I 



$ Ha = 1,18, t; Hh+i+d+c : entre 2,87 et .3,13 ppm, multiplet ; 
Hb : entre 3,8 et 4,25 ppm, multiplet ; Hj = 6,84 ppm, mas- 
sif ; Hd'd" = spectre de type AB, 7,33 ppm, d, 7,81 ppm, d ; 
Hg = 7,7 ppm, s large . He = 8,57 ppm, s. 



ID. 



31 P (DMSO d 6 ) : 5= 27,9 ppm. 



13 



C ( DMSO d 6 ) 



25 



NIT 12 13 n 

^2 5 9 10 /^U?> 



0 
H 



H 2 N 




^c-nh-ch-ch 2 -ch 
15 co 2 cr 2 cs 3 p(och 2 ch 3 ) 2 

16' IV o 16 77 



30 



35 



13 G- 


S .(ppm) 


13 c 


<?(ppni) " 


77-17' 


15,2 
17,0 


14 


122,4^ 


9 


46,2 


13 
12 


128,4-129,5 


16- 16' 


61,4 
63,3 


6-1 


146 
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c) passage au compose 1 b> 

c.1. liberation des esters phosphoniques 

2 A g d'ester sont places en solution dans 20 ml de CHjCI- 
5 en presence de 3,64 ml de bromure de trimethylsilyle (8 equivalents) 
L'agitation est maintenue a I'abri de la lumiere et a temperature am- 
biante pendant 15 heures. 

Apres evaporation du chlorure de methylene, on recupere un 
10 solide jaune clair que I'on'traite par 20 ml de methanol. Puis on eva- 
pore le methanol pour obtenir un produ it solide orange, 

c. 2. liberation de Pester carboxylique 

15 Le produit intermediate recupere precedemment est traite par 

une solution de soude dans un melange eau methanol (25-75) pendant 
plusieurs jours. Apres evaporation des solvants et reprise en milieu 
• aqueux, on controle le pH qui ne doit pas etre superieur a 8. L'eau 
est alors evaporee et on recupere 0,92 g d'un produit solide jaune- 

20 pale. La purification finale du compose 1 fc> est effectuee par chro- 
matographie liquide a haute performance sur une matiere absorbante 
en phase inversee. 

spectre RMN 
25 pKosphore..( D-O J S P= 23,5 ppm 
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Experimentations biologiques 

Dix lots de souris C3H femelles greffes au jour J Q par I'osteo- 
sarcome osteogenique de la souris C3H,en sous-cutane sont traites 
(traitement unique) au jour en administrant du methotrexate ou 
5 a des fins comparatives du derive gem diphosphonique du metho- 

trexate. 

L'activite anticancereuse du derive gem-diphosphonique du 

methotrexate a ete evaluee par rapport au methotrexate sur la 

10 base de devolution de la croissance tumorale par mesure du rap- 

. volume tumoral moyen traite ioO. 

port i/v- volume tumoral moyen controle 

La toxicite des diverses doses a ete evaluee d'apres I'etendue 
de la perte de poids A p entre le premier et !e cinquieme jour 
15 (de J 1 a J 5 ). 



Les resuitats representatifs obtenus sont les suivants ; 



20 



25 



traitement (a 


toxicite 
A P a Jg 


act 

a J 21 


ivite T/C 
h J 30 


(%) ! 
* J 37 


methotrexate 
7,5 mg/kg VO 


- 2,4 


110 


115 


122 


methotrexate 
15 Mg/Kg VO 


- 3,1 


69 


' 83 


99 


methotrexate 
15 mg/kg SC 


- 1,6 


123 


123 


138 


1 a 3,75 mg/kg VO 


- 0,7 


297 


131 


138 


"I a 7,5 mg/kg VO 


- 0,9 


. 169 


106 


114 


la 15 mg/kg VO 


- O.I 


73 


76 


lOl 


la 30 mg/kg VO 


- 0,2 


100 


64 


66 



VO : voie orale - SC : sous cutanee - IP : intraperitoneale 
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II ressort des resultats dbnnes ci-dessus qu'aucune toxicite 
particuliere n'existe chez les animaux traites par le derive analogue gem 
diphosphonique du methotrexate. D'autre part il existe un ralentissement 
tardif et prolong! de la croissance tumorale (J 30 -J37) PO"«* ■« derive 
diphosphonique (30 mg/kg VO). 
5 '• • ' ' 

II apparait que I'activite de ces derives est fonctibn de la 
dose administree. 

D'autres tests biologiques similaires montrent que 
O ces -composes analogues gem diphosphonjques d'amethopterine ont 

une activite 30 mg/kg VO (en traitement unique) comparable a celle 
du methotrexate 15 mg/kg VO et 50 mg/kg IP (traitements uniques). 

Attendu que le methotrexate est considere comme eff icace, on 
15 peut s'attendre. a ce que ces derives analogues gem diphosphoniques 

soient au moins aussi efficaces que le methotrexate dans des conditions 
similaires. 

L'activite anticancereuse des derives analogues gem diphos- 
20 phoniques du methotrexate ressort de ces resultats d'essais. 
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REVENDICATIONS 



1) Composes gem-diphosphoniques analogues d'amSthopterine 
[(Methotrexate) et de dSaza N-10 amethopterine reporidant a 
la formule generale : 

O 

C0 2 R Z ^PtOR 3 ) 




CO-NH-CH-CH 2 -CH 

X P(OR 3 ) 
II 
O 

R 2 = alkyies inferieurs (Cj a C g )- 
Oil X = N- . -CH- R 3 = alkyies inferieurs (C, a C g ) 

avec R 1 = H. alkyies inferieurs (G, a Cg). 
R 2 = alkyies inferieurs {C } a C g ) 
R 3 = alkyies inferieurs (C 1 a C g ). 

ainsi que leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

2) Composes selon la revendication 1 dans lesquels X signifie 
CH 3 

-N- ou -CH 2 - ainsi que leur sels pharmaceutiquement accep- 
tables. 

3) Precede pour I'obtention des composes selon I'une des reven- 
dications 1 ou 2 dans lequel on effectiie les Stapes suiv.antes : 

a) addition nucleophile de carbanions de N-benzylidene glycinate 
d'alkyle sur les vinylidene diphosphonates de dialkyle-1,1 6. 
pour obtenir les amino-2 bis dialkyle phosphono-4,4 butyrates 
d'alkyle de formule generale S. apres une hydrolyse en milieu 
HCi 0.5 N. 

b) Condensation des composes de type 5 sur les chlorures 
d'acides para-N(alkylamiho) benzoiques proteges par le trichlo- 
ro-1,1,1 ethoxycarbonyle pour obtenir les composes de type 
Z4. a apres deprotection de la fonction amine. 



WO 88/06158 



PCT/FR88/00088 



29 - 

c) Condensation des composes de type Ua sur l'amino-2 bro- 
momethyl-5 cyano-3 pyrazine pour obtenir les pyrazines diphos- 
phoniques 3s . 

dj Condensation des pyrazines diphosphoniques 3«a avec la 
5 guanidine pour obtenir les derives 

e) Saponification de ces derives suivie de Paction du bromure 
de trimethyl silyie et d'une methanolyse pour obtenir les for- 
mes acides 1 a . 

10 

f) Formation de tout sei correspondant pharmaceutiquernent 
acceptable. 

g) Pour la synthese des derives 1 fcp condensation de I'acide 

15 amino-4 desoxy-4 deaza-10 pteroique par la methode de I'anhy- 

dride mixte. 



4) A titre de composes intermediates utilises dans le procede 
20 ci-dessus : 

a) les derives gem-diphosphoniques nouveaux de formule gene- 
rale 5 : 

O 

25 H 2 N *P(0R 3 ) 7 

CH - CH- - CH 
R O-C X P(OR 3 ) 7 

o o 

R 2 =alkyles inferieurs (C^Cg) ; R 3 = alkyles inferieurs (C^ C g ) 
ainsi que I'acide 5<a et les sels pharmaceutiquernent acceptables 
(p.e 5b pour le sel de sodium). 

b) 0 

?"jr\ '°i r2 / p(or3, 2 

35 HN-0))-CO-NH-CH-CH 2 -CH 

^ V P(OR 3 )- 

ii 2 

R 2 = .alkyles inferieurs (C.aC-) 

R3= alkyles inferieurs (C aC-) 

[ 6 



30 
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5) Composition pharmaceutique destinee plus particulierement 
au traitement des tumeurs osseuses mais egalement en rhuma- 
tologie au traitement par exempies de rhumatismes psoriasiques 
rebelles, de polymyosites, de la maladie de Reiter et de poly- 
arthrites rhumatoi'des. 



6) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
contient comme ingredient actif, au moins ur produit selon 
la revendication 1 ou un de ses sels, en association avec un 
adjuvant ou un enrobage pharmaceutiquement acceptable. 
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